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ABSTRACT: 

CHG DATE=19990617 STATUS=0> The invention relates, to a method for 
producing 

rabies vaccine . The rabies vaccine of the invention is produced by 
culturing a 

fixed strain of rabies virus on a culture of a line of diploid 
embryonic rabbit 

skin fibroblast cells (referred to as REF cells) . The invention also 
relates 
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to a cell line capable of acting as a substrate in the production of 
the rabies 

vaccine , and to a method for obtaining it. Use in rabies 
vaccination. 
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tLa presente invention est relative a un precede 1 de pro* 
tion de vaccin antirabique. 

Le vaccin antirabique conforme a la presente invention se 
caracterise en ce qui! est produit par culture d*une souche fixe 
de virus rabique sur une culture d'une lignee de cellules 
diploTdes de fibroblastes embryonnaires de peau de lapin (dites 
cellules FED. 

La presente Invention est egalement relative a una lignee 
cellulaire apte a servir de substrat dans la production du vaccin 
antirabique et a son procedfi d'obtentioa 

Application a la vaccination antirabique. 
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La presente invention est relative a un nouveau 
procede de production de vaccin antirabique sur des cultures 
de lignees de cellules non tumorigenes de lapin, aux nouvel- 
les lignees cellulaires utilisees pour la production dudit 
5 vaccin et au vaccin antirabique obtenu par le procede susdit. 

La rage reste, a l'heure actuelle, une zoonose 

d' importance mondiale. 

La lutte contre le riservoir naturel de la maladie, 
que constituent les animaux sauvages, est difficile et d'une 
0 efficacit^ douteuse a long terme. Par contre, la vaccination 
preventive des animaux domestiques est possible, efficace, et 
d'un interet indiscutable tant au plan iconomique qu'au plan 
de la protection de l'homme. 

En particulier, la vaccination des chiens doit per- 
15 mettre d'aboutir a un parfait controle sinon a une elimina- 
tion complete de la rage canine et, par voie de consequence, 
a la disparition de la grande majorite des cas de contamina- 
tion humaine. En attendant d'aboutir a ce resultat, objectif 
d'une campagne mondiale de l'O.M.S., de nombreux traitements 
20 antirabiques humains (vaccination apres morsure) doivent etre 

mis en oeuvre. 

De grandes quantites de vaccin sont done necessai- 
res, tant pour l'usage veterinaire, que pour l'usage humain. 

La seule technologie acceptable pour le present ou 
pour un futur proche et lointain (selon les pays et leur etat 
de developpement scientifique et technologique) est la pro- 
duction de vaccins sur cultures cellulaires. 

De nombreux types de cultures cellulaires sont ac- 
tuellement proposes et utilises pour la preparation de vac- 
cins antirabiques. En particulier, il a ete propose de faire 
croitre des souches de virus rabiques sur des cellules de 
premiere explantation obtenues a partir de 

1. Cellules primaires de mammiferes, et notamment de hams- 
ters, de rein d'embryons de bovin, de rein de singe f 

2. Cellules primaires d'origine aviaire et notamment d'oeufs 



25 
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embryonnes de poulet ou de caille ; 

3. Cellules diploJdes humaines en lignees } 

4. Cellules diploJdes simiennes (provenant de singes Rhesus); 

5. Cellules diploSdes de lapin (PEL) ; 

6. Cellules heteroploldes .(BHK ou VERO). 
Toutefois, les differents systemes de cultures cel- 

lulaires proposes ne repondent pas, en regie generale, simul- 
tanement a la total ite des principaux criteres de choix d'une 
culture cellulaire appropriee, c'est-a-dire, notamment, aux 
criteres de facilite de la culture, d' adaptability a la pro- 
duction en masse, de productivity en virus (antigene), d'in- 
nocuite (absence de pouvoir oncogene), de prix de revient re- 
lativement bas, etc... 

La presente invention a pour but de pourvoir a un 
15 procede de production de vaccin antirabigue qui satisfait si- 
multanyment de fa 9 on positive a tous les criteres de choix 
d'une culture cellulaire appropriee, en ce qu'il utilise une 
culture de cellules embryonnaires d'un mammifere tres repan- 
du, en particulier dans les principaux pays industrialises, 
20 en ce que les cultures cellulaires utilisees comme substrats 
de production de vaccin antirabique conformyment a 1' inven- 
tion, sont tres stables puisqu'elles se repliquent apparem- 
ment facilement et de fagon illimitee dans le temps, avec une 
croissance reguliere et uniforme, sans subir de transforina- 
25 tion morphologique, en ce que leur innocuite est totale et en 
ce que la facilite de culture de ces lignees cellulaires et 
leur adequation a la production en masse ne nuisent en rien a 
leur immunogenicite. 

La presente invention a pour objet un vaccin anti- 
rabique a usage humain ou veterinaire. caracterise en ce qu'il 
est produit par culture d'une souche fixe de virus rabique 
sur une culture d'une lignee de cellules diploSdes de fibro- 
blastes embryonnaires de peau de lapin (dites cellules FEL) . 

Selon un mode de realisation pre^r*? du vaccin 
35 antirabique conforme a la presente invention, ledit vaccin 
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est un vaccin inactive, dont 1 ' inactivation est realisee, de 
preference, a l'aide de B-propiolactone. 

Coriformement a la presente invention, ledit vaccin 
antirabique resulte de la culture d'une souche fixe de virus 
5 rabique sur une lignee de cellules diploides de fibroblastes 
erabryonnaires de peau de lapin, obtenue par trypsination d'un 
embryon de lapin, puis culture des fibroblastes recueillis, 
en milieu Dulbecco appropri^ et au moins onze passages de la 
culture primaire dans le meme milieu. 

10 Selon un autre mode de realisation pr£f£re du vac- 

cin antirabique conforme a la presente invention, la souche 
fixe de virus rabique mise en oeuvre pour etre cultivee sur 
lignee de cellules diploides de fibroblastes embryonnaires de 
peau de lapin, en vue de l'obtention dudit vaccin antirabi- 

15 que, est prise dans le groupe qui coraprend la souche de virus 
fixe PV, qui est la souche de virus rabique isolee par PAS- 
TEUR, et des souches derivees de cette dernier e, telles que 
la souche PV-BHK, la souche PV/RV/2P VERO, la souche PV/RV/2P 
VERO/2P PEL, en particulier. 

20 Les souches PV-BHK, PV/RV/2P VERO et PV/RV/2P VERO/ 

2P FEL sont des souches derivees de la souche fixe PV, adap- 
tees a differents substrats cellulaires : la souche PV-BHK 
est adaptee a la cellule BHK-21 ? la souche PV/RV/2P VERO est 
la souche PV adaptee a la cellule de rein d 1 embryon de bovin 

25 et ayant subi deux passages successifs sur la cellule VERO et 
la souche PV/RV/2P VERO/2P FEL resulte de V adaptation de la 
souche precedente a la cellule FEL, en lui faisant subir deux 
passages supplementaires sur cellule FEL. 

Selon encore un autre mode de realisation prefere 

30 du vaccin antirabique conforme a la presente invention, 
celui-ci resulte de la culture d'une souche fixe de virus ra- 
bique sur une lignee de cellules FEL qui presente les carac- 
teristiques de non-tumorigenicite, de stabilite dans le temps 
en ce que les cellules de ladite lignee ne presentent aucun 

35 signe de transformation morphologique et se repliquent faci- 
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lement, avec une croissance reguliere et uniforme, meme apres 
plus de 100 passages successifs. 

La presente invent ion a en outre pour .objet une li- 
gnee de cellules diploSdes de fibroblastes embryonnaires de 
5 peau de lapin, dites cellules PEL. • 

Selon une caracteristique avantageuse de la lign£e 
de cellules FEL, ladite lignee est une lignee etablie a par- 
tir de fibroblastes de peau de lapin embryonnaire mis en cul- 
ture en milieu DULBECCO additionne d'environ 10 % de serum de 
10 veau, la culture primaire etant soumise a une pluralite de 
passages dans le meme milieu additionne d'environ 5 a 10 % de 
serum de veau nouveau-ne, pour l'etablissement d'une popula- 
tion cellulaire presentant une croissance rapide et regulie- 
re, qui est recueillie, et eventuellement congelee, pour 
15 constituer la semence primaire. 

Selon une disposition avantageuse de 1' invention, 
la semence primaire est recueillie apres onze passages. 

Selon une autre caracteristique avantageuse de la 
lignee de cellules PEL conforme a la presente invention, la- 
dite lignee se distingue par : - sa non-tumorigenicit£ au 
bout de 21 jours, apres inoculation a des souris athymiques 
de ^0 6 cellules FEL/souris, recueillies apres 11 a 50 passa- 
ges ; - sa stabilite, representee par 1 'aptitude des cellules 
a se repliquer sans aucun signe de transformation morpbologi- 
que et suivant une croissance reguliere et uniforme, meme 
apres 100 passages successifs. 

La lignee de cellules FEL conforme a la presente 
invention a ete deposee le 16 Mai 1984 sous le n' 1-304 
aupres de la Collection Nationale de Cultures de Hicro- 
30 organismes tenue par l'Institut Pasteur. 

Selon encore une autre caracteristique avantageuse 
de la lignee de cellules PEL conforme a la presente inven- 
tion, ladite lignee est apte a etre mise en oeuvre comme 
substrat dans la production de vaccin antirabique, pour per- 
35 mettre l'obtention de virus rabique utilisable, apres inacti- 
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vation, comme vaccin antirabique presentant un titre infec- 
tieux eleve sans necessiter de concentration, de£ourvu de vi- 
rus latents contaminants, presentant un pouvoir infect ieux 
(avant inactivation) de 5.10 6 a 5.10 7 PFU/ml (PFU = unites de 
5 virus formant plages) et une immunogenicite - ou pouvoir pro- 
tecteur - comparable a celle d'un vaccin antirabique obtenu 
par culture sur cellules het£roploides telles que cellules 
VERO, par exeraple, sans les inconvenients resultant de 1' uti- 
lisation de ces dernieres cultures, 

10 La presente invention a <Sgalement pour objet un 

procede de production de vaccin antirabique mettant en oeuvre 
la lignee de cellules diploides FEL conforme a 1' invention, 
par culture d' une souche fixe de virus rabique sur ladite li- 
gnee, caracterise en ce que l'on infecte une lignee de cellu- 

15 les diploides de fibroblastes embryonnaires de peau de lapin 
(FEL) entretenues en milieu approprie, par une souche de vi- 
rus rabique, en ce qu'on laisse incuber pendant une heure ± 
15 minutes environ, a + 37 P C ± 2°C, en ce qu'on elimine le 
milieu en presence duquel 1" infection a ete realisee et on le 

20 remplace par du milieu frais additionne de s^rum de veau 
nouveau-ne, dans lequel la culture est maintenue pendant 18 a 
30 heures a 34°C ± 2°C, en ce qu'on remplace ensuite ce mi- 
lieu par du milieu contenant de l'albumine bovine, dans le- 
quel la culture est maintenue h 34°C ± 2 P C, en ce qu'on re- 

25 colte les surnageants cellulaires a intervalles de temps ap- 
propries et en ce qu'on inactive la suspension de virus rabi- 
que ainsi recoltee. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux de ce 
procede, le milieu d'entretien des lignees cellulaires, dans 

30 lequel est introduite la souche de virus rabique a cultiver, 
est du milieu DULBECCO complet additionne d' environ 5 a 10 % 
de serum de veau nouveau-ne. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre du procede de 
production de vaccin antirabique conforme a 1' invention, la 

35 souche fixe de virus rabique est introduite a raison de 0,1 a 
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0,3 DL50/ cellule » 

On entend par DL50 la dose lethale intracerebral 
50 % controlee chez la souris. 

Selon encore un autre mode de mise en oeuvre du 
5 procede de production de vaccin antirabique conforme a 1" in- 
vention, le milieu de remplacement du milieu d' infection, 
pour le maintien de la culture de virus, est du milieu 
DULBECCO complet additionne* d'environ 5 % de serum de veau 
nouveau-ne. 

10 Selon un autre mode de mise en oeuvre du procede de 

production de vaccin antirabique conforme h V invention, le 
milieu de remplacement du milieu de maintien de la culture du 
virus rabique est un milieu DULBECCO complet contenant even- 
tuellement environ 0,3 % d'albumine bovine. 

15 Selon encore un autre mode de mise en oeuvre du 

procede de production de vaccin antirabique conforme a 1" in- 
vention, les surnageants cellulaires contenant le virus rabi- 
que sont recoltes tous les 2 i 4 jours environ, 

Selon un autre mode de mise en oeuvre du procede de 

20 production de vaccin antirabique conforme a 1' invention, le 
virus rabique present dans les surnageants cellulaires recol- 
tes est inactive par un agent d' inactivation approprie tel 
que, notamment, la B-propiolactone a la dilution finale d'en- 
viron 1/7000 a 1/10000 et de preference d'environ 1/8000. 

25 La presente invention a en outre pour objet un pro- 

cede de production d'une lignee de cellules diploides de fi- 
broblastes embryonnaires de peau de lapin, qui est caracteri- 
se en ce que l'on soumet un embryon de lapin d'au moins 15 
jours et d'au plus 20 jours, a un traiteroent de trypsination 

30 pour recueillir des fibroblastes de peau de lapin, qui sont 
mis en culture en milieu DULBECCO complet additionne d'envi- 
ron 10 % de serum de veau nouveau-ne, la culture primaire 
initiale etant soumise a une pluralite de passages, de prefe- 
rence 10 a 12 passages, en milieu DULBECCO complet additionne 

35 d'environ 5 a 10 % de serum de nouveau-ne. 
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Selon un mode de raise en oeuvre prefere de ce pro- 
cede, la lignee cellulaire ainsi etablie est congelee pour 
etre stockee en vue de son utilisation ulterieure. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre prefere de ce 
procede, la lignee cellulaire ainsi etablie est maintenue en 
milieu DULBECCO additionne d' environ 5-10 % de serum de veau 
nouveau-n4, jusqu'a 1' inoculation de virus rabique. 

Outre les dispositions qui precedent, 1" invention 
comprend encore d'autres dispositions, qui ressortiront de la 
description qui va suivre. 

L' invention sera mieux comprise a l'aide du comple- 
ment de description qui va suivre, qui se refere a un exemple 
de mise en oeuvre du procede objet de la presente Invention. 

II doit Stre bien entendu, toutefois, que cet exem- 
ple de mise en oeuvre est donne uniquement a titre d' illus- 
tration de 1 'objet de 1' invention, dont il ne constitue en 
aucune maniere une limitation. 

EXEMPLE DE PREPARATION DE VACCIN ANTIRABIQPB 
A. ETABLISSEMBNT PES CELLULES FEL 

Les cellules FEL (f ibroblastes embryonnaires de la- 
pin) ont et6 etablies en mettant des fibroblastes de peau de 
lapin obtenus par trypsination d'un embryon de lapin (Fauve 
de Bourgogne) de 17 jours, en culture dans du milieu DULBECCO 
complet additionne de 10 % de serum de veau, puis en soumet- 
tant la culture primaire obtenue a 11 passages successifs en 
milieu DULBECCO complet additionne de 10 % de serum de veau 
nouveau-ne. 

Dans la pratique, la lignee etablie au bout de 11 
passages successifs est congelee pour servir de semence pri- 
maire } elle est decongelee en milieu DULBECCO complet addi- 
tionne de 5-10 % de serum de veau nouveau-ne, chaque fois 
qu'il est desire de l'employer comme substrat dans la produc- 
tion de vaccin antirabique. 
B. PREPARATION DU VACCIN 

La lignee de cellules FEL obtenue, etablie en mi- 
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lieu DULBECCO complet additionne de 5-10 % de serum de veau 
nouveau-ne, est infectee par une souche de virus rabique a 
raison de 0,1 a 0,3 DL 50 /cellule (doses l£thales 50 % contro- 
lees chez la souris). 

Apres une heure d 1 incubation a + 37°C, le milieu 
d 1 infection est elimine et remplace par du milieu DULBECCO 
complet additionne de 5 % de serum de veau nouveau-ne, dans 
lequel la culture du virus est poursuivie pendant 24 heures a 
une temperature de 34*C. 

Au bout de ce temps, le milieu a 5 He serum est 
elimine et remplace par un milieu DULBECCO complet contenant 
eventuellement 0,3 % d'albumine bovine, dans lequel la cultu- 
re du virus rabique se poursuit a 34°C. 

Les surnageants cellulaires contenant le virus ra- 
bique en suspension sont recoltSs tous les trois jours envi- 
ron. 

Le virus ainsi recolte est inactive par la B-pro- 
piolactone (Kp 10 : 47-5TC ? d. - 1,14) a la dilution finale 
de 1/8000. 

C. REPLICATION DU VIRUS RABIQUE SUR CELLULES FEL 

La sensibilite des cellules FEL et leur aptitude a 
prpduire du virus et des antigenes rabiques ont ete testees 
dans les trois conditions suivantes d 1 immobilisation des cel- 
lules FEL : 

1. Dans des flacons stationnaires en verre et en plas- 
tique. 

2. Dans des flacons roulants en verre et en plastique. 

3. Dans un appareil de type semi-industriel "Gyrogen" 
(Societe Chemap) const itue d'une cuve en verre et 
de tubes en verre animes d'une rotation uni forme 
sur lesquels les cellules sont immobilisees. 

a) Production de particules infectieuses . 

Les cellules FEL se sont revelees sensibles a plu- 
sieurs souches fixes de virus rabiques adaptees a differents 
substrats cellulaires. Ces souches derivent de celle isolee 
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par PASTEUR (souche PV deposee a l'ATCC sous le n° VR 320) et 
sont : 

1. La souche PV adaptee a la cellule BHK-21 (C13) : 
de nominee "PV-BHK" . 
5 2. La souche PV adaptee a la cellule de rein d'erabryon 

de bovin denommee "PV/RV" (utilisee pour la produc- 
tion du vaccin de l'Institut Pasteur Production), 
Elle a subi deux passages successifs sur la cellule 
VERO (PV/RV/2P VERO). 
10 3. La meme souche que celle utilisee en 2. ci-dessus, 

mais avec deux passages supplementaires sur la cel- 
lule FEL (PV/RV/2P VERO/ 2 P FEL). 

Le maximum de particules infectieuses liberees dans 
le milieu de culture (5.10 6 h 5.10 7 PFU/ml, unites de virus 
15 formant plages) est obtenu entre le sixieme et le dixieme 
jours suivant 1* infection, 

b) Production d'antigenes rabiques . 

De nombreuses etudes ont montre que l 1 immunogenic i- 
te d'une suspension de virus rabique inactive est plutot liee 
20 a la quantite de glycoproteines (proteines constitutives des 
spicules) qu'au pouvoir infectieux de la preparation avant 
inactivation. 

L f etude cinetique de la production de glycoprotei- 
nes et l'examen de l'etat physique des particules virales ont 

25 ete effectues a l'aide d'une methode immunoenzymatique. II en 
resulte que le maximum de glycoproteines est libere a des 
temps variables apres 1' infect ion, selon la souche : entre le 
4e et 7e jours pour PV/BHK et entre le 14e - 19e jours pour 
PV/RV/2P VERO et PV/RV/2P VER0/2P FEL. Pendant la periode de 

30 haute production de glycoproteines , des recoltes tous les 
deux ou trois jours peuvent etre effectuees. 

Le niveau de production de glycoproteines avec les 
lignees de cellules FEL est sensiblement identique a celui 
obtenu avec la cellule VERO f quelle que soit la souche rabi- 

35 que utilisee. 
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Dans ces conditions et en parallele avec la cellule 
VERO, les resultats suivants ont ete obtenus avec la cellule 

FEL i 

Iramunogenicite : Pouvoir Protecteur 
' 5 (Unites Internationales x ) 

SOOCHE CELLULES FEL CELLULES VERO 

PV/RV/2P VERO 0» 87 0,53 

PV/RV/2P VERO/2P FEL 2,6 a 5,0 7,7 a 8,5 

PV/BHK 3,6 XX 
10 x Vaccin de reference (concentre et purified : 12 Unites 
internationales 

xx Production effectule avec l'appareil -Gyrogen" : Recolte 
au 7e jour. 

Etant donne la variability du test devaluation de 
15 l'immunogenicite d'un vaccin rabique, on peut en conclure que 
les cellules FEL permettent la production d'un vaccin rabique 
d'immunogenicite comparable a celui obtenu avec les cellules 
VERO. 

D. Le vaccin ainsi obtenu peut etre coraraoderoent lyophilise en 
20 presence d'un stabilisateur approprie connu en lui-meme. 

II est mis en ampoules scellees contenant la poudre 
lyophilisee qui est mise sous forme injectable extemporane- 
ment par dissolution dans un vehicule convenable. 

E. CARACTERISATIOK PES CELLULES FEL 

25 pour etre employee comme substrat dans la produc- 

tion des vaccins viraux inactives, une lignee cellulaire doit 
remplir les exigences requises par l'O.M.S. (O.M.S. - Rapport 
Technique 673. Revision 1981, p. 76-82). 

Les etudes de caracterisation effectuees par les 

30 Inventeurs ont demontr* que les cellules FEL conviennent a la 
production de vaccins pour les raisons suivantes : 

T) Tumorigenese. Elle a ete etudiee au niveau des 
Heme et 50eme passages sur des souris nu/nu, en parallele 
avec des cellules HeLa (temoin positif). Les resultats mon- 

35 trent que 1' inoculation de 10* cellules FEL par souris n'in- 
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duit pas de tumeurs ni de metastases (examens macro- et 
microscopiques) chez les souris athymiques apres trois semai- 
nes d 'observation. Dans les memes conditions d' inoculation r 
les cellules HeLa ont induit des tumeurs chez 100 pour 100 
5 des animaux. Les tumeurs induites atteignent une grosseur de 
1/1 cm apres trois semaines. 

2*) Stabilite des cellules PEL au cours des passages. 
Pour determiner la duree de vie des cellules PEL (lignee cel- 
lulaire a duree de vie limitee ou lignee a duree de vie illi- 

10 mitee lignee stable), les Inventeurs ont effectue des pas- 
sages success if s et ont montre que pendant 100 passages les 
cellules se repliquent facilement. Au cours de ces passages , 
aucun signe de transformation morphologique n'a £te observe. 
La croissance est toujours regulifcre et uniforme. 

15 3 # ) Sensibility des cellules PEL a 1' interferon. Les 

Inventeurs ont egalement demontre que seul 1' interferon de 
lapin agit sur les virus cultives dans les cellules FEL. Ce 
test montre I'identite d'espece de cette cellule. 

Le vaccin antirabique pbtenu conformement a la pre- 

20 sente invention presente l'avantage de pouvoir etre produit 
en grandes quant ites, a partir d f une matiere premiere peu 
couteuse et aisement disponible. La productivity en virus 
est au moins egale a ce que permettent d'obtenir les proce- 
des proposes anterieurement , tout en assurant I'obtention 

25 d'un vaccin presentant une innocuite totale, du fait de l'o- 
rigine et des caracteristiques de la lignee FEL, 

La cellule BHK-21 a ete deposee sous le n° CCL 10 a 

l'ATCC. 
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REVENDICATIONS 
1°) Vaccin antirabique apte a assurer V immunity 
contre la rage des homines et des animaux, caracterise en ce 
qu'il est produit par culture d'une souche fixe de virus ra- 
5 bique sur une culture d'une lignee de cellules diploides de 
fibroblastes enibryonnaires de peau de lapin (dites cellules 
FEL). 

2°) Vaccin antirabique selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu'il s'agit d'un vaccin inactive , dont 

10 I'inactivation est realisee, de preference, a l'aide de fl- 
propiolactone. 

3°) Vaccin antirabique selon la revendication 1 ou 
la revendication 2, caracterise en ce qu'il resulte de la 
culture d'une souche fixe de virus rabique sur une lignee de 

15 cellules diploides de fibroblastes embryonnaires de peau de 
lapin, obtenue par trypsination d'un erobryon de lapin, puis 
culture des fibroblastes recueillis, en milieu Dulbecco ap- 
propria et au moins onze passages de la culture primaire dans 
le meme milieu. 

20 4') Vaccin antirabique selon 1'une quelconque des 

revendications 1 a 3, caracterise en ce que la souche fixe de 
virus rabique mise en oeuvre pour etre cultivee sur lignee de 
cellules diploldes de fibroblastes embryonnaires de peau de 
lapin, en vue de l'obtention dudit vaccin antirabique, est 

25 prise dans le groupe qui comprend la souche de virus fixe PV, 
qui est la souche de virus rabique isolee par PASTEUR, et des 
souches derivees de cette derniere, telles que la souche PV- 
BHK, la souche PV/RV/2P VERO, la souche PV/RV/2P VERO/2P PEL, 
en particulier. 

30 5°) Vaccin antirabique selon l'une quelconque des 

revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'il resulte de la 
culture d'une souche fixe de virus rabique sur une lignee de 
cellules FEL qui presente les caracteristiques de non-tumori- 
genicite, de stabilite dans le temps en ce que les cellules 

35 de ladite lignee ne presentent aucun signe de transformation 
morphologique et se repliquent facilement, avec une croissan- 
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ce reguliere et uniforrae, meme apres plus de 100 passages 
successifs. 

6*) Lignee cellulaire apte a servir de substrat 
dans la production du vaccin antirabique selon l'une quelcon- 
5 que des revendications 1 a 5, caracterisee en ce qu'elle est 
constitute par une lignee de cellules diploides de fibro- 
blastes embryonnaires de peau de lapin, dites cellules FEL. 

7°) Lignee cellulaire selon la revendication 6, ca- 
racterisee en ce que ladite lignee est une lignee etablie a 
10 partir de fibroblastes de peau de lapin embryonnaire mis en 
culture en milieu DULBECCO additionne d'environ 10 % de serum 
de veau, la culture primaire etant soumise a une pluralite de 
passages dans le meme milieu, additionne d'environ 5 a 10 % 
de serum de veau nouveau-n<5, pour l'etablissement d'une popu- 
15 lation cellulaire presentant une croissance rapide et regu- 
liere, qui est recueillie, et eventuellement congelee, pour 
constituer la sentence primaire. 

8*) Lignee cellulaire selon la revendication 7, ca- 
racterisee en ce que la semence primaire est recueillie apres 

20 onze passages. 

9*) Lignee de cellules FEL selon l'une quelconque 
des revendications 6 a 8, caracteris^e en ce qu'elle se dis- 
tingue par : - sa non-tumorigenicite au bout de 21 jours, 
apres inoculation a des souris athymiques de 10* cellules 

25 FEL/souris, recueillies aprfcs 11a 50 passages j - sa stabi- 
lity representee par Inaptitude des cellules a se repliquer 
sans aucun signe de transformation morphologique et suivant 
une croissance reguliere et uniforme, meme apres 100 passages 
successifs. 

30 io") Lignee de cellules FEL selori l'une quelconque 

des revendications 6 a 9, caracterisee en ce qu'elle a ete 
deposee le 16 Mai 1984 sous le n° 1-304 aupres de la Collec- 
tion Nationale de Cultures de Microorganismes tenue par 

l'Institut Pasteur. - 
35 n«) Procede de production du vaccin antirabique 
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selon l'une quelconque des revendications 1 a 5, par culture 
d'une souche fixe de virus rabique sur une lignee de cellules 
diplo£des FEL selon l'une quelconque des revendications 6 a 
10, caracterise en ce que 1'on infecte une lignee de cellules 
5 diploides de fibroblastes embryonnaires de peau de lapin 
(PEL) selon l'une quelconque des revendications 6 a 10, en- 
tretenues en milieu approprie, par une souche de virus rabi- 
que, en ce qu'on laisse incuber pendant une heure ± 15 minu- 
tes environ/ a + 37'C * 2'C, en ce qu'on elimine le milieu en 
10 presence duquel 1' infection a ete realisee et on le remplace 
par du milieu frais additionne de serum de veau nouveau-ne, 
dans lequel la culture est maintenue pendant 18 a 30 heures a 
34-C ± 2-C, en ce qu'on remplace ensuite ce milieu par du mi- 
lieu contenant de 1'albumine bovine, dans lequel la culture 
15 est maintenue a 34'C * 2'C, en ce qu'on recolte les surna- 
geants cellulaires a intervalles de temps appropries et en ce 
qu'on inactive la suspension de virus rabique ainsi recoltee, 
12') Precede selon la revendication 1 1 , caracterise 
en ce que le milieu d'entretien des lignees cellulaires, dans 
20 lequel est introduite la souche de virus rabique a cultiver, 
est du milieu DOLBECCO complet additionne d'environ 5 a 10 % 
de serum de veau nouveau-ne. 

13') Precede selon l'une quelconque des revendica- 
tions 11 et 12, caracterise en ce que la souche fixe de virus 
25 rabique est introduite a raison de 0,1 a 0,3 DL 50 /cellule. 

14«) Procede selon l'une quelconque des revendica- 
tions 11 a 13, caracterise en ce que le milieu de replace- 
ment du milieu d' infection, pour le maintien de la cu ture de 
virus, est du milieu DOLBECCO com P le€ additionne d'environ 
30 5 % de serum de veau nouveau-ne. 

15-) Procede selon l'une quelconque des revendica- 
tions 11 a 14, caracterise en ce que le milieu de replace- 
ment du milieu de maintien de la culture du virus rabique est 
un milieu DOLBECCO complet. 
35 16") Precede selon l'une quelconque des revendica- 
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tions 11 a 15, caracterise en ce que les surnageants cellu- 
laires contenant le virus rabique sont recoltes tous les 2 a 
4 jours environ. 

17°) Procede selon l'une quelconque des revendica- 
5 tions 11 a 15, caracterise en ce que le virus rabique present 
dans les surnageants cellulaires recoltes est inactive par un 
agent d' inactivation approprie tel que, notamment, la fl-pro- 
piolactone h la dilution finale d'environ 1/7000 a 1/10000 et 
de preference d'environ 1/8000. 

10 18°) Procede de production d'une lignee de cellules 

diploi'des de fibroblastes embryonnaires de peau de lapin se- 
lon l'une quelconque des revendications 6a 10, caracterise 
en ce que l'on soumet un embryon de lapin d'au moins 15 jours 
et d'au plus 20 jours, & un traitement de trypsination pour 

15 recueillir des fibroblastes de peau de lapin, qui sont mis en 
culture en milieu DULBECCO complet additionne d'environ 10 % 
de serum de veau, la culture primaire initiale etant soumise 
a une pluralite de passages, de preference 10 a 12 passages, 
en milieu DULBECCO complet additionne d'environ 5 a 10 % de 

20 serum de veau nouveau-ne. 

19°) Procede selon la revendication 18 r caracterise 
en ce que la lignee cellulaire ainsi etablie est congelee 
pour etre stockee en vue de son utilisation ulterieure. 

20* ) Procede selon la revendication 18 f caracterise 

25 en ce que la lignee cellulaire ainsi etablie est maintenue en 
milieu DULBECCO additionne d'environ 5-10 % de serum de veau 
nouveau-ne jusqu'a 1 'inoculation de virus rabique. 



3/2/07, EAST Version: 2.1.0.14 



